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Abstrak. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan bakteri penghasil protease termostabil dari sumber air 
panas Singgahan, Tuban (Jawa Timur) serta menentukan aktivitas protease isolat. Isolasi bakteri dilakukan 
menggunakan media Luria Bertani (LB). Penapisan dilakukan menggunakan media skim milk agar. 
Pengujian aktivitas proteolitik secara kuantitatif dilakukan dengan metode kolorimetri menggunakan reagen 
Folin Ciocalteu.  Diantara 75 isolat yang diperoleh dari hasil isolasi, 27 isolat bakteri mampu tumbuh pada 
media skim milk agar pada suhu inkubasi 53⁰C dan memiliki potensi sebagai penghasil protease dengan 
indeks proteolitik (IP) 1.8-9. Isolat dengan nilai indeks proteolitik relatif besar kemudian diuji aktivitas 
proteolitik secara kuantitatif dengan metode kolorimetri.  Aktivitas protease kasar tertinggi dimiliki oleh ST-
30 yaitu sebesar 0.2520 U/mL dengan nilai IP 9 serta mampu bertahan sampai suhu 75⁰C.  
 
Kata-kata kunci: Bakteri termofilik, indeks proteolitik, aktivitas  proteolitik 
 
 
Abstract. This research aim to got thermostable bacteria producing protease from hot spring Singgahan, 
Tuban (Jawa Timur) and determined the protease activity. Isolation was carried out using Luria Bertany 
(LB) medium while the screening using skim milk agar medium. Proteolytic activity quantitatively done with 
colorimetric method using Folin Ciocalteau. Total of 75 strains of thermophilic bacteria were isolated and 
27 isolate bacteria grew well at skim milk agar medium in high temperature (53⁰C) and have potential as 
protease producing bacteria with proteolytic index (PI) of 1.8-9. Isolate with high relative proteolytic index 
tested with colorimetric method. Crude protease ST-30 had the highest activity that was 0.2520 U/mL, PI 9 
and had ability to endure temperature until 75⁰C.  
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PENDAHULUAN 
Enzim merupakan protein yang berfungsi 
sebagai biokatalis reaksi kimia pada makhluk 
hidup. Enzim memiliki sifat-sifat yang unik antara 
lain dapat aktif dalam jumlah yang sangat kecil 
dimana satu molekul enzim tunggal dapat 
melangsungkan pengubahan molekul substrat 
menjadi produk. Spesifitas enzim amat tinggi 
terhadap substratnya, enzim mempunyai 
kemampuan mengenali dan mengikat substrat [1].  
Semakin berkembangnya ilmu pengetahuan 
dan teknologi, penggunaan enzim dalam bidang 
industri semakin meningkat. Salah satu enzim yang 
banyak digunakan dalam bidang industri dan 
aplikasi bioteknologi adalah enzim protease.  
Protease menyumbang 59% kebutuhan 
enzim pada bidang industri [3]. Protease banyak 
diaplikasikan dalam industri deterjen, makanan, 
susu, keju [2], roti, kecap, bir, pengolahan farmasi, 
industri film, dan daging [3]. 
Enzim protease dapat dihasilkan oleh 
tanaman, hewan, dan mikroorganisme. Protease 
tanaman bergantung pada sumber tanaman dan 
kondisi iklim untuk pertumbuhan sedangkan 
protease hewan bergantung pada penyedian hewan 
yang diatur oleh kebijakan pemerintah dan 
agrikultur. Protease mikroorganisme lebih 




menguntungkan dari pada protease yang diisolasi 
dari tanaman maupun hewan. Hal ini dikarenakan 
dapat diproduksi dalam jumlah yang besar dan 
dalam waktu yang relatif singkat serta proses 
ekstraksi yang lebih mudah [2]. Protease 
mikroorganisme menyumbang 40% total penjualan 
enzim [3]. 
Ketersediaan enzim di dalam industri dan 
bioteknologi cenderung meningkat dan menuntut 
adanya enzim yang tahan terhadap suhu tinggi. 
Enzim yang tahan terhadap suhu tinggi dihasilkan 
oleh mikroorganisme termofilik yang disebut 
dengan enzim termostabil. Untuk itu maka enzim 
dari mikroorganisme tersebut kemungkinan dapat 
digunakan pada industri yang umumnya 
menggunakan temperatur tinggi pada proses 
produksinya. 
 Selama ini, protease yang banyak digunakan 
dalam industri bersumber dari mesofil dan bersifat 
termolabil. Penggunaan protease mesofilik dalam 
industri memiliki kelemahan, enzim ini aktif 
menghidrolisis substrat pada rentang temperatur 
10°-45°C, diatas temperatur 50°C, enzim dapat 
rusak dan kehilangan aktivitas katalitiknya. 
Padahal sebagian besar industri pada proses 
produksinya menggunakan temperatur tinggi 
seperti pada industri deterjen [4] dan proses 
dehairing dalam industri kulit [6]. 
Enzim termostabil memiliki beberapa 
keuntungan, diantaranya yaitu meminimalkan 
risiko kontaminan, tahan terhadap kondisi stress 
seperti zat-zat kimia lain dan pH lingkungannya 
serta dapat meningkatkan kecepatan reaksi-reaksi 
biokimianya [7]. Oleh karena itu, enzim 
termostabil memiliki nilai ekonimis yaitu stabil 
selama penyimpanan yang akan mengurangi biaya 
produksi sehingga sangat menguntungkan bila 
digunakan dalam suatu proses industri yang 
kebanyakan melibatkan panas dan zat-zat kimia 
lain.  
Habitat mikroorganisme termofilik biasanya 
adalah tempat-tempat yang berhubungan dengan 
kegiatan geotermal seperti daerah kawah gunung 
berapi, sumber air panas dan daerah ekstrim 
lainnya. Protease termostabil dapat diisolasi dari 
mikroorganisme yang hidup pada daerah bersuhu 
tinggi dengan kisaran temperatur antara 45°-100°C 
atau lebih. Agustini [8] berhasil mengisolasi B. 
caldoxylolyticus berasal dari sumber air panas 
Cangar, Batu Malang yang memiliki temperatur 
optimum 80°C dengan aktivitas enzim sebesar 0,6 
U/mL. Bakteri termofilik ekstraselular penghasil 
protease Brevibacillus sp juga berhasil diisolasi 
dari tiga sumber air panas di Indonesia oleh Wang, 
et al. [9] yang memiliki aktivitas optimal pada 
suhu 70°C dengan aktivitas maksimum protease 
26,54 U/mL.   
Isolat P5-a berhasil diisolasi oleh Zilda, dkk. 
[10] dari sumber air panas Tambarana yang 
memiliki aktivitas optimum pada 50°C sedangkan 
pada penelitian selanjutnya, Zilda, dkk. [11] 
berhasil mendapatkan isolat Brevibacillus 
thermoruber yang mempunyai suhu optimum 
85°C. Wilson & Zvauya [12] berhasil mengisolasi 
bakteri termofilik penghasil protease EP1001 yang 
diisolasi dari sumber air panas di Chimanimani, 
Zimbabwe yang memiliki aktivitas optimal pada 
75°C. Al-Qodah, et al. [13] berhasil mengisolasi 
Bacillus pumilus dari sumber air panas di Jordan 
yang memiliki suhu optimal 60°C. 
Isolasi bakteri penghasil protease termostabil 
dapat dilakukan dengan melakukan penapisan 
(screening). Pada penelitian ini, akan dilakukan 
screening untuk mengisolasi bakteri proteolitik 
dari sumber air panas Singgahan, Tuban. Bakteri 
proteolitik yang didapatkan kemudian akan diuji 
aktivitas proteolitiknya. Penelitian ini menggambil 
lokasi di sumber air panas Singgahan, Tuban 
karena merupakan salah satu daerah geotermal 
yang memiliki kemungkinan ditemukannya 
mikroorganisme penghasil protease termostabil 
karena suhunya dapat mencapai 56°C. Selain itu, 
penelitian mengenai isolasi enzim protease dari 
sumber air panas Singgahan, Tuban masih minim 
dilakukan. Penelitian ini diharapkan dapat 
mengetahui keragaman dari bakteri proteolitik 
termostabil yang berasal dari tempat-tempat yang 
berhubungan dengan kegiatan geotermal terutama 




Alat yang diperlukan dalam penelitian ini 
adalah shaker, mikropipet (Transferpette S), 
autoklaf (Hirayama), laminar flow (Thermo 




Scientific), Spektrofotometer UV-Vis (shimazdu 
1800), refrigerator (Haier), digital vortex mixer 
(VWR), sentrifuse (Eppendorf), inkubator 
(memmert), mikroskop (Olympus), botol semprot, 




Penelitian ini menggunakan media Luria 
Bertani yang terdiri dari yeast extract (DifcoTM), 
NaCl (Merck),  tripton (DifcoTM), media skim milk 
agar menggunakan agar (Criterion) dan skim milk 
(DifcoTM), media screening cair menggunakan 
K2HPO4 (Merck), MgSO4.7H2O (Merck), kasein 
(Oxoid), yeast extract (DifcoTM), NaCl (Merck). 
Pembuatan buffer fosfat menggunakan NaH2PO4 
(Merck) dan Na2HPO4.7H2O (Merck), sedangkan 
untuk  uji aktivitas proteolitik menggunakan kasein 
(Oxoid), buffer fosfat, asam tricloroasetat (TCA), 
Na2CO3 (Merck), Tirosin (Merck) dan Folin-
Ciocalteu. Pewarnaan Gram menggunakan kristal 
ungu (Cahaya Kimia) iodin (Shindo), safranin 
(Cahaya Kimia) dan alkohol (Shindo).  
 
PROSEDUR PENELITIAN 
Penelitian ini dilakukan dalam tiga tahap 
yang meliputi: isolasi dan screening bakteri 
termofilik penghasil protease, produksi enzim 
protease dan pengukuran aktivitas enzim.  
 
Isolasi dan Screening Bakteri Termofilik 
Penghasil Protease 
Isolasi mikroorganisme dari sumber air 
panas Singgahan dilakukan dengan cara berikut : 1 
mL sampel diinokulasikan kedalam 9 mL media 
Luria Bertani (LB) cair secara aseptic dan dishaker 
selama 18 jam pada suhu 53°C. Pertumbuhan 
bakteri ditandai dengan adanya perubahan pada 
media cair yang awalnya jernih berubah menjadi 
keruh. 
200 µL media LB cair yang telah keruh 
kemudian dituang pada media padat dan diinkubasi 
pada suhu suhu 53°C selama 24 jam. Koloni 
tunggal yang diperoleh selanjutnya digoreskan di 
LB padat dan di inkubasi selama 24 jam pada suhu 
53°C. Koloni yang telah didapatkan kemudian di 
uji kemurniannya dengan uji morfologi dan 
pewarnaan Gram.  
Koloni-koloni tunggal yang diperoleh 
diinokulasi kembali dalam media skim milk agar. 
Selanjutnya diinkubasi selama 24-48 jam pada 
suhu 53°C. Zona bening disekitar koloni 
menandakan adanya aktivitas bakteri penghasil 
protease. Selanjutnya diukur diameternya dan 
ditentukan Indeks Proteolitik (IP). Nilai indeks 
proteolitik didapatkan dengan cara membagi 
diameter zona bening dengan diameter zona 
pertumbuhan bakteri [8]. Bakteri proteolitik yang 
diperoleh kemudian diukur ketahanan suhunya 
pada suhu 55-85°C dengan kecepatan 175 rpm 
selama 18 jam. 
 
Produksi Enzim Protease 
Isolat yang memiliki indeks proteolitik 
tertinggi kemudian ditumbuhkan pada 6 mL media 
screening cair (0,1% NaCl, 0,1% K2HPO4, 0,01% 
MgSO4.7H2O, 0,05% yeast extract dan 2% kasein), 
kemudian dishaker pada suhu 53°C dengan 
kecepatan 175 rpm selama 18 jam dan disentrifus 
pada 5.000 rpm selama 15 menit pada suhu 4°C. 
Supernatan dipisahkan dan digunakan untuk 
mengukur aktivitas protease. 
 
Pengukuran Aktivitas Enzim 
Aktivitas protease dilakukan dengan 
menggunakan cara yang dilakukan dalam Badriyah 
& Izzatul [15]. Sebanyak 0,5 ml larutan enzim 
ditambahkan dengan 0,5 ml larutan 0,05 M buffer 
fosfat pH 7 dan preinkubasikan selama 5 menit, 
selanjutnya tambahkan 0,5 ml substrat (2% kasein 
dalam 0,05 M larutan buffer fosfat pH 7), 
Campuran diinkubasikan selama 10 menit. Reaksi 
dihentikan dengan menambahkan 1 ml 0,4 M asam 
trikloroasetat (TCA), yang selanjutnya 
disentrifugasi untuk diambil supernatannya. 
Sebanyak 0,5 ml supernatan ditambah dengan 2,5 
ml 0,5 M natrium karbonat, preinkubasikan selama 
10 menit. Kemudian ditambahkan 0,5 ml reagen 
Folin-Ciocalteu (1:2) dan inkubasikan ulang 
selama 30 menit dan ditentukan Absorbansinya 








HASIL DAN PEMBAHASAN 
Isolasi dan Screening Bakteri Termofilik 
Penghasil Protease  
Isolasi bakteri dari sumber air panas, 
Singgahan, Tuban dilakukan dengan menggunakan 
media Luria Bertani dan diinkubasi pada suhu 
53⁰C. Suhu tinggi (53⁰C) digunakan agar bakteri 
yang terisolasi merupakan bakteri yang memiliki 
aktivitas optimum dan stabilitas tinggi pada suhu 
tinggi. Bakteri yang tumbuh ditunjukkan dengan 
adanya kekeruhan pada media LB cair (Gambar 1).  
 
    
 
 
Gambar 1. a. Media LB Sampel (Keruh). 
 b. Media LB control (Jernih). 
 
Isolasi bakteri proteolitik dari sumber air 
panas juga telah dilakukan oleh Agustini di sumber 
air panas Cangar, Batu Malang [8], Wang, et al di 
sumber air panas Pantai Cermin, Kalianda dan 
Banyu Wedang [10], Zilda, dkk di sumber air 
panas Tambarana [11] di sumber air panas Padang 
Cermin dan Banyu Wedang [12], Wilson & 
Zvauya di sumber air panas alkali, Zimbabwe [13] 
dan Al-Qodah di sumber air panas Mae’en, Jordan 
[14]. 
Media yang keruh kemudian ditumbuhkan 
pada media LB padat dengan cara pour plate. 
Isolat yang tumbuh dengan perbedaan warna, 
ukuran dan bentuk selanjutnya dipilih dan 
dimurnikan dengan cara digores pada LB padat 
steril. 
Screening bakteri proteolitik termofiliik 
dilakukan pada 75 isolat yang diperoleh dengan 
kode ST-1 sampai ST-75 dengan menggunakan 
media skim milk 6%.  Diantara 75 isolat yang telah 
didapatkan, diperoleh 27 isolat yang berpotensi 
sebagai bakteri proteolitik termofilik yang ditandai 
dengan adanya zona bening disekitar koloni. 27 
isolat tersebut adalah ST-1, ST-4, ST-9, ST-10, 
ST-15, ST-17, ST-18, ST-27, ST-28, ST-30, ST-
31, ST-32, ST-33, ST-34, ST-37, ST-38, ST-41, 
ST-46, ST-53, ST-54, ST-57, ST-59, ST-63, ST-
64, ST-66, ST-71, ST-75 (Tabel 1). 
Zona bening yang terbentuk menjadi 
indikator bahawa bakteri yang diidentifikasi 
merupakan penghasil protease karena mampu 
merombak kasein dalam media skim milk menjadi 
peptida-peptida dan asam-asam amino yang larut 
(Gambar 2). Skim milk dipilih sebagai media 
karena kandungan lemak pada susu full cream 





Gambar 2. Zona Bening disekitar Koloni  
 yang Menunjukkan Aktivitas   
Bakteri Proteolitik 
 
Dari hasil uji aktivitas proteolitik secara 
kualitatif diperoleh 6 isolat yang menunjukkan 
zona jernih relatif besar dibandingkan isolat 
lainnya. ST-30 dengan nilai IP sebesar  9 dengan 
membandingkan diameter dari zona bening dengan 
diameter koloni dan ST-28, ST-33, ST-53, ST-57, 
ST-75 dengan nilai IP sebesar 5. Perbedaan nilai IP 
pada 27 isolat yang dihasilkan disebabkan karena 
adanya perbedaan aktivitas antara satu isolat 
dengan isolat yang lainnya. 
Nilai IP yang dihasilkan pada 7 isolat diatas, 
lebih tinggi jika dibandingkan dengan nilai IP yang 
dihasilkan oleh isolat CG-10 (3.3) [9], P5-a (2.83) 
[11], T3S2 (2) [17] dan LII (4) [12] dan lebih 
rendah jika dibandingkan dengan isolat PLI-1 
(10.3) [10] dan BII (12.5-15.5) [12]. 
Nilai IP bukan satu-satunya indikator untuk 
memperoleh protease termostabil. Indikator dari 
bakteri protease termostabil adalah kemampuan 
isolat untuk memproduksi protease yang 
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Tabel 1. Hasil Isolasi dan Screening Bakteri Termofilik dari Sumber Air Panas Singgahan, Tuban. 
 
 
Oleh karena itu, langkah selanjutnya dari 
proses screening adalah menumbuhkan 6 isolat 
penghasil protease yang memiliki zona jernih 
relatif lebih besar dibandingkan isolat lainnya pada 
suhu 55-85⁰C. 
Berdasarkan percobaan terhadap ketahanan 
suhu, 6 isolat penghasil protease dapat tumbuh 
pada suhu tinggi antara 75-80⁰C. Suhu tersebut 
jauh diatas suhu lingkungan alami organisme ini 
hidup, yaitu 56⁰C. ST-30 mampu tumbuh sampai 
suhu 75⁰C sedangkan ST-28, ST-33, ST-53, ST-57 
dan ST-75 mampu tumbuh baik sampai suhu 80⁰C 
(Tabel 2). Kemampuan 6 isolat tumbuh pada suhu 
75-80⁰C membuktikan bahwa keenam isolat 
tersebut terbukti mampu bertahan sampai pada 
suhu tinggi 
 
Tabel 2. Ketahanan bakteri proteolitik pada  













Pengukuran Aktivitas Enzim 
6 isolat yang memilik indeks proteolitik 
tertinggi (9-5) dan terbukti mampu tumbuh pada 
suhu tinggi (75-80⁰C) kemudian diukur aktivitas 
enzimnya. Konsentrasi tirosin ditentukan 
berdasarkan kurva standart tirosin. Kurva standart 
dibuat dari larutan standart tirosin dengan 
konsentrasi 10-100 ppm.  
 
Tabel 3. Aktifitas Kuantitatif Bakteri Proteolitik 
 
Hasil pengujian aktivitas protease dari 
tujuh isolat terpilih menunjukkan 6 isolat memiliki 
aktivitas protease secara kuantitatif yang berbeda. 
2 isolat yang memiliki aktivitas terbesar yaitu 
isolat ST-30 memiliki aktivitas kuantitatif sebesar 
0.2522 U/mL dan ST-57 memiliki aktivitas 
kuantitatif 0.2059 U/mL (Tabel 3). Hal ini sesuai 
dengan nilai aktivitas enzim secara kualitatif, 
melalui nisbah diameter zona bening dengan 
diameter koloni dimana ST-30 memiliki nilai 
indeks proteolitik yang lebih besar dibandingkam 
ST-57. Nilai aktifitas kuantitatif pada penelitian 



























ST-1 √ (3.5) ST-16 - ST-31 √ (3.5) ST-46 √ (3.67) ST-61 - 
ST-2 - ST-17 √  (4) ST-32 √ (3) ST-47 - ST-62 - 
ST-3 - ST-18 √ (4) ST-33 √ (5) ST-48 - ST-63 √ (2.5) 
ST-4 √  (4) ST-19 - ST-34 √ (4) ST-49 - ST-64 √ (2.5) 
ST-5 - ST-20 - ST-35 - ST-50 - ST-65 - 
ST-6 - ST-21 - ST-36 - ST-51 - ST-66 √ (3) 
ST-7 - ST-22 - ST-37 √ (3) ST-52 - ST-67 - 
ST-8 - ST-23 - ST-38 √ (3) ST-53 √ (5) ST-68 - 
ST-9 √ (3) ST-24 - ST-39 - ST-54 √ (2) ST-69 - 
ST-10 √ (1.8) ST-25 - ST-40 - ST-55 - ST-70 - 
ST-11 - ST-26 - ST-41 √ (2) ST-56 - ST-71 √ (4) 
ST-12 - ST-27 √ (3) ST-42 - ST-57 √ (5) ST-72 - 
ST-13 - ST-28 √ (5) ST-43 - ST-58 - ST-73 - 
ST-14 - ST-29 - ST-44 - ST-59 √ (4) ST-74 - 
ST-15 √ (2) ST-30 √ (9) ST-45 - ST-60 - ST-75 √ (5) 
Isolat 75⁰C 80⁰C 85⁰C 
ST-28 ˅  ˅  - 
ST-30 ˅  - - 
ST-33 ˅  ˅  - 
ST-53 ˅  ˅  - 
ST-57 ˅  ˅  - 
ST-75 ˅  ˅  - 











Beberapa faktor yang diduga menjadi 
penyebab nilai aktivitas kuantitatif setiap isolat 
berbeda adalah perbedaan jenis mikroorganisme 
sehingga menyebabkan perbedaan aktivitas yang 
dimiliki oleh setiap isolat dan perbedaan kecepatan 




Berdasarkan hasil penelitian maka dapat 
disimpulkan sebagai berikut: 
1. ST-30 memiliki aktivitas kualitatif yang 
dinyatakan dengan indeks proteolitik sebesar 
9. 




 Dari hasil penelitian ini hal-hal yang dapat 
disarankan adalah sebagai berikut:  
1. Pengukuran aktivitas protease harus dilakukan 
pada kondisi optimum. 
2. Untuk keperluan aplikasi, harus dilakukan 
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